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Ecotoxicologia
EVALUCION DEL RIESGO
DE UN PRODUCTO QUÍMICO
Reglamento nº 1712/2008 sobre clasificación, etiquetado de sustancias y   
la quinta adaptación 944/2013 de 2 de octubre,  establece los peligros 
para la salud que deben ser considerados 
 
Estos Peligros para la Salud son los siguientes: 
 
1. Toxicidad aguda 
2. Corrosión o irritación cutáneas 
3. Lesiones oculares graves o irritación ocular 
4. Sensibilización respiratoria o cutánea 
5. Mutagenicidad en células germinales 
6. Carcinogenicidad  
7. Toxicidad para la reproducción 
8. Toxicidad específica en determinados órganos (STOT) exposición 
única 
9. Toxicidad específica en determinados órganos (STOT) exposición 
repetidas 
10. Peligros por aspiración  
1.Toxicidad aguda 
    Procedimientos: 
  Dosis fija. 
  Clase tóxica aguda 
  Arriba y abajo 
 Objetivo: clasificación por DL50 o efectos   
    evidentes 
 Al menos dos especies (una roedora y otra no- 
    roedora)  y por dos vías de exposición, siendo  
    obligatoria la oral. 
 Una sola exposición y 14 días de observación. 
2. Capacidad irritante: dérmica y ocular 
3. Capacidad sensibilizante 
4. Capacidad corrosiva: dérmica y ocular 
5.Toxicidad por exposición repetida o     
    prolongada. 
 Tipos: Medio plazo (subcrónica) o dosis  
     repetidas:  14,  28  ó  90 días. 
 Largo plazo  (crónica):  Mínimo 3 meses, 1-2  
    años. 
 Animales: Usualmente: 25 roedores y 6 perros  
    por nivel de dosis. 
 Lotes: 2-4 niveles, según DL50, con 10 animales  
    de cada sexo0 por nivel de dosis, como mínimo. 
 6. Carcinogenicidad  
7. Mutagenicidad 
  Mutaciones génicas in vivo. 
  Daño cromosómico in vitro. 
  Efectos in vivo. 
 8. Toxicidad para la reproducción y el 
desarrollo: 
  Estudios multigeneracionales de reproducción: 
           cribado, una generación y dos 
generaciones. 
  Estudios de toxicidad para el desarrollo. 
  Disrupción endocrina. 
 9. Toxicidad para el medio ambiente: 
  Ensayos en una especie: acuáticas y terrestres. 
  Ensayos de microcosmos.  
  Ensayos de macrocosmos. 
  Estudios de campo. 
10. Cinética en el organismo y 
degradación en el medio ambiente: 
  Toxicocinética. 
  Degradación. 
  Bioconcentración. 
11. Otros: Neurotoxicidad, comportamiento, 
12. Propiedades  fisicoquímicas. 
ESTUDIOS TOXICILÓGICOS 
Specific reporting 
 
The REACH Regulation stipulates that ECHA also produces regular reports focused on specific 
issues, as described below. 
  
Reports on Evaluation 
  
  
Reports on Alternatives to Animal Testing 
  
  
Reports on the operation of the REACH Regulation 
  
http://echa.europe.eu 
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Guías prácticas 
Estos documentos proporcionan información práctica sobre las obligaciones contempladas en REACH 
y CLP  así como buenas práctica de cumplimiento. 
Guías prácticas: 
Guía práctica 1: Cómo comunicar datos in vitro [PDF] 
Guía práctica 2: Cómo comunicar la ponderación de las pruebas [PDF] 
Guía práctica 3: Cómo preparar resúmenes amplios de estudios [PDF] [EN] 
Guía práctica 4: Cómo comunicar exenciones de datos [PDF] 
Guía práctica 5: Cómo comunicar los análisis (Q)SAR [PDF] 
Guía práctica 6: Cómo comunicar la extrapolación y las categorías [PDF] 
Guía práctica 7: Cómo notificar sustancias al Catálogo de clasificación y etiquetado [PDF] 
Guía práctica 8: Cómo notificar cambios en la identidad de las entidades jurídicas [PDF] 
 
ECHA has temporarily withdrawn Practical Guide 9:  
How to do a registration as a member of a joint submission. 
The information on this document is outdated after the latest release of REACH-IT. Visit the joint 
submission member support page to find the relevant manuals for creating, checking and submitting 
IUCLID dossiers using REACH-IT as a member of a joint submission. 
 
Guía práctica 10: Cómo evitar ensayos innecesarios con animales [PDF] 
Guía práctica 12: Cómo comunicarse con la ECHA durante el proceso de evaluación de 
expedientes [PDF] 
Practical Guide 13: How downstream users can handle exposure scenarios [PDF] [EN] 
Guía práctica 14:Cómo elaborar resúmenes toxicológicos en IUCLID y cómo determinar los niveles 
DNEL [PDF] 
Practical Guide 15: How to undertake a qualitative human health assessment and document it in a 
chemical safety report [PDF] [EN] 
  
Ensayos para sustancias producidas en  
cantidades de 100 toneladas o más 
número de  propuestas 
Toxicidad para el desarrollo                         308 
Toxicidad por dosis repetidas (oral)            222 
Toxicidad para la reproducción                     72 
Toxicidad genética                                           41 
Toxicidad por dosis repetidas (cutánea)      25 
Toxicidad a largo plazo para los peces         23 
Bioacumulación: acuática/sedimentaria       7 
Toxicidad por dosis repetidas (inhalación)    1 
Total                                                                701 
Opciones para Cumplir lo Requisitos de 
Información conforme al Reglamento REACH 
 
•Utilizar información sobre sustancias  
•similares: agrupación y extrapolación 
 
•Información combinada procedente de  
•varias fuentes (ponderación de las pruebas) 
 
•Modelado informático [(Q)SAR] 
 
•Estudios en los que se utilicen células,  
•tejidos y órganos (in vitro) 
 
Estudios con animales 
 
Resultados de estudios previos 
 
Nuevos estudios solo como último recurso 
 
Las propuestas de realización ensayos con  
animales requieren la aprobación de la ECHA 
métodos alternativos 
 
Justificación par omitir estudios  
 
Por ejemplo, consideraciones de baja 
exposición  
Alternativas a los ensayos con animales  para los fines del Reglamento REACH 
Puesta en Común de los Datos que se Utilizan  
El reglamento REACH establece que las empresas deben poner en común los datos de los 
ensayos con otras empresas que registren la misma sustancia. El objetivo es evitar la 
duplicación de los ensayos y, de este modo, reducir la necesidad de realizar ensayos con 
animales vertebrados.  
La mayoría de los solicitantes de registro cumplen esta obligación y también presentan los 
datos de forma conjunta.  
Antes de cumplirse el segundo plazo de registro en 2013, la ECHA recibió 8 317 nuevos 
registros que formaban parte de presentaciones conjuntas. Estas presentaciones  
conjuntas, junto con 713 registros individuales  nuevos, incluyeron 2 998 sustancias producidas 
en cantidades de 100 toneladas al año o más. 
Extrapolación: El Enfoque más frecuente  
La agrupación en categorías y la predicción de las propiedades de las sustancias por 
extrapolación fue el método alternativo por el que optaron con mayor frecuencia los 
solicitantes de registro. Se utilizó al menos para un parámetro en el 75 % de los expedientes de  
registro analizados. En concreto, la extrapolación se utilizó para los parámetros de nivel 
superior cuando todavía no se disponía de métodos de ensayo o estrategias alternativas  
aprobadas para su uso en el registro (por ejemplo, toxicidad subcrónica, toxicidad para el 
desarrollo prenatal o toxicidad para la reproducción).  
Alternativas a los ensayos con animales  para los fines del Reglamento REACH 
Avanzan los métodos  in vitro 
Los solicitantes de registro han aplicado métodos in vitro para proporcionar información 
sobre la irritación de la piel y los ojos y la corrosión de la piel. Desde 2011, el número  
de esos ensayos que los solicitantes de registro utilizan ha aumentado de 442 a 1 410.  
Casi el 20 % de los expedientes de registro analizados contenía estudios  in vitro ya fuera  
solos o combinados con otra información.  
Los solicitantes de registro utilizaron enfoques basados en métodos alternativos para la 
estudiar la sensibilización cutánea, a pesar de que estos están aún en las fases iniciales  de 
desarrollo.  
En virtud del Reglamento REACH, los ensayos con animales vertebrados solo están 
permitidos como último recurso.  
 
El objetivo de la ECHA es promover  métodos de ensayo sin animales y otras  
alternativas. 
Qué decir de los ensayos con animales? 
 La legislación europea sobre sustancias químicas REACH lucha por alcanzar un equilibrio: mejorar nuestra 
comprensión sobre los peligros de las sustancias químicas, y al mismo tiempo, evitar ensayos innecesarios con 
animales. El conocimiento en mayor profundidad de las sustancias químicas mediante su ensayo en animales es el 
último recurso - los solicitantes de registro solo podrán llevar a cabo nuevos ensayos una vez hayan agotado todas 
las demás fuentes de datos pertinentes y disponibles. 
Todavía falta información sobre el impacto de algunas sustancias químicas, por ejemplo el potencial cancerígeno. Por 
consiguiente, el sector debe subsanar la falta de información para poder comprender los peligros de las sustancias 
químicas que produce y utiliza con el objeto de garantizar la seguridad en su utilización y prevenir posibles riesgos, 
además de intentar sustituir con el tiempo las sustancias químicas preocupantes por unas alternativas más seguras. 
Por este motivo quizás deberían realizarse nuevos estudios sobre las sustancias químicas, algunos de ellos con 
animales. 
 
El deseo de REACH de mantener el número de ensayos en animales a un mínimo imprescindible contempla las dos 
opciones siguientes: 
 
La puesta en común de datos 
Las empresas que registren sustancias químicas deben compartir la información relacionada con sus propiedades 
peligrosas y presentar conjuntamente esta información de los peligros a ECHA. Las empresas fabricantes o 
importadoras de dicha sustancia deben trabajar conjuntamente y compartir los resultados de los ensayos en 
animales vertebrados tales como peces, conejos o ratas. Debe evitarse la repetición de estudios fiables y apropiados. 
 
Métodos y planteamientos alternativos 
REACH ofrece varias alternativas a los ensayos en animales. Por ejemplo, las empresas pueden utilizar los estudios 
con animales existentes, realizados con anterioridad a la aplicación del reglamento REACH. También pueden prever 
las propiedades de las sustancias mediante la comparación de una sustancia con otra similar, de la cual ya se 
disponga de datos del ensayo. Este planteamiento recibe el nombre de extrapolación. 
 
Los objetivos de REACH son:  
• mejorar la protección de la salud humana y del medio ambiente contra los riesgos 
que pueden suponer las sustancias y preparados químicos;  
• mejorar la competitividad de la industria química de la UE, sector clave de la 
economía comunitaria;  
• fomentar métodos alternativos para evaluar los riesgos que plantean las sustancias 
• garantizar la libre circulación de sustancias en el mercado interno de la Unión 
Europea.  
Reglamento (CE) nº 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de 
diciembre de 2006, relativo al registro, la evaluación, la autorización y la restricción 
de las sustancias y preparados químicos (REACH), por el que se crea la Agencia 
Europea de Sustancias y Preparados Químicos, se modifica la Directiva 1999/45/CE y 
se derogan el Reglamento (CEE) nº 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) no 
1488/94 de la Comisión, así como la Directiva 76/769/CEE del Consejo y las 
Directivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE de la Comisión  
Se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el Reglamento REACH 
Reglamento (CE) Nº 440/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo 
de 30 de mayo de 2008   
Clasificación, Etiquetado  y Envasado C L P 
A partir del 1 junio de 2015 será efectiva la aplicación de 
las nuevas disposiciones relativas a la clasficación,  
etiquetado y envasado de mezclas del Reglamento CLP. A 
partir de esa fecha, el reglamento será la única legislación 
aplicable en este ámbito a las mezclas, si bien ya se aplica 
a las sustancias químicas desde el 1 de diciembre de 2010.  
El Reglamento CLP es una legislación de carácter 
horizontal cuyo objetivo es asegurar un elevado nivel de 
protección de la salud y el medio ambiente, obligando a 
los distintos actores a clasificar, etiquetar y envasar sus 
productos químicos con anterioridad a su 
comercialización. Las mezclas incluyen una gran 
diversidad de usos, desde los químicos industriales hasta 
los productos de consumo, productos  biocidas, 
detergentes,  y fitosanitarios, entre otros.  
El etiquetado de las mezclas afecta, especialmente, a las 
pequeñas y medianas empresas que, dadas sus 
características, podrían no ser conscientes de esta nueva 
obligación. Otra de las obligaciones impuestas por el 
Reglamento CLP a los importadores y usuarios 
intermedios que comercialicen mezclas es la de remitir, 
en determinados casos, información sobre su 
composición y clasificación al Instituto Nacional de 
Toxicología y Ciencias Forenses, que proporcionará la 
correspondiente respuesta sanitaria en caso de urgencia 
El Reglamento (CE) nº 1272/2008 
denominado CLP, acrónimo de  
clasificación,  
etiquetado  
y  
envasado  


El Reglamento (CE) nº 1272/2008 (en 
adelante denominado CLP, acrónimo de 
clasificación, etiquetado y envasado de sus 
siglas en inglés) entró en vigor el 20 de enero 
de 2009 debido a la necesidad de incorporar 
a la legislación comunitaria los criterios del 
Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de 
las Naciones Unidas sobre clasificación, 
etiquetado y envasado de sustancias y 
mezclas químicas para lograr una 
armonización a nivel internacional. 
EVALUCIÓN TOXICOLÓGICA  DE SUSTANCIAS y 
MEZCLAS  

Peligros para la salud (Parte 3 del anexo I) REACH 
  1.  Toxicidad aguda  
  2.  Corrosión o irritación cutáneas  
  3.  Lesiones oculares graves o irritación ocular  
  4.  Sensibilización respiratoria o cutánea  
  5.  Mutagenicidad en células germinales  
  6.  Carcinogenicidad  
  7.  Toxicidad para la reproducción  
  8.  Toxicidad específica en determinados órganos   
        (STOT) – exposición única  
   9. Toxicidad específica en determinados órganos  
        (STOT) - exposiciones repetidas  
 10. Peligro por aspiración 
Las tres erres de Russell & Burch, 1959 
• 1ª Reemplazar = Sustituir   
– Uso de sistemas vivos: in vitro, otros animales y microorganismos.  
– Uso de Sistemas no vivos ( QSAR y sistemas fisicos y mecánicos)  
– Uso de simulaciones por ordenador 
• 2ª Reducir = Disminuir 
– Reparto de animales                                                       
– Reducción filogenética                                                                 
– Mejorar la calidad de los animales 
• 3ª Refinar = Perfeccionar  
– Disminuir el grado y  la intensidad de la  invasión al organismo  
– Mejoramiento de la  instrumentación                                      
– Mejoramiento del control del dolor                                         
– Mejoramiento del control de las técnicas 
     4ª Responsabilidad = Ética  (Pérez-García 1991.  Murcia´91) 
Tabla 12.1.: Tabla indicativa  para la prevalidación  y validación de métodos 
alternativos para productos Químicos 
Efecto 
Métodos de Ensayo 
 en la Unión Europea  
Métodos alternativos  Estados  
Toxicidad aguda  
B.1bis 
B.1tris       
B.2               
B.3  
1.  Ensayos de citotoxicidad basal, incluyendo el 
 ensayo de rojo neutro en células Balb/c3T3 y 
 keratinocitos normales en humano.                              
2. QSARs para citotoxicidad basal 
1. NICEATM- ECVAM estudios 
de  validación en progreso.                   
2. R-D 
Corrosión de la piel  B.40  
1. Piel de rata TER                                                                  
2. modelos de piel humana (EPISKIN,  epiDerm)                                                                                           
3. CORROSITEX                                                                  
4. QSARs y  experiencias en sistemas de bases dirigidas  
1-2. Validado por ECVAM y    
 aceptado en la Unión Europea 3.
 Validado por IICVAM y    
 autorizado por ECVAM/ESAC  
 4. R&D 
Irritación de la piel  
1. modelos de piel humana (e.g. EPISKIN, epiDerm)                                                              
2. ensayo de la función de integridad de la piel               
3. ensayo de la oreja del cerdo                                             
4. QSARs y  experiencias en sistemas de bases dirigidas  
B.4
 
  
1-3.  ECVAM estudio ompleto de 
 prevalidadión  
Irritación de los ojos  B.5
 
  
         1.   ensayo BCOP                                    
2.  HET-CAM                                                                                      
3. ensayo de aislamiento del ojo en conejo                                          
4. ensayo de aislamiento del ojo en pollo                            
5. ensayo de goteo fluorescente                                                        
6. ensayo de rojo neutro                                                                   
7. ensayo de rojo neutro liberado                                                         
8. ensayo de hemólisis de células rojas de la sangre                                              
9  ensayo epiocular                                                                        
10. YTEX                                                          
11. QSARs experiencias en sistemas de  bases  dirigidas  
Se han efectuado algunos estudios de 
validación, pero no se ha considerado 
un  método validado  
Los datos obtenidos con algunos de 
estos ensayos han sido aceptados por 
las autoridades regularmente en 
cuanto a las bases  
Tabla 12.1.: Tabla indicativa  para la prevalidación  y validación de métodos alternativos 
para productos Químicos  (continuación) 
Efecto 
Métodos de    
Ensayo en la   
Unión Europea  
Métodos alternativos  Estados  
Sensibilización de la 
piel  
B.6 
1. ensayos de cintas de proteína                                       
2. numerosos sistemas de células básicas, incluyendo 
 las células dendríticas, células Langerhans y 
 modelos de piel humana.               
3. QSARs y  experiencias en sistemas de bases 
 dirigidas  
No hay método 
en el anexo V   
El sistema disponible no está bien caracterizado  
R&D                         
Los datos obtenidos con modelos in 
vitro de barrido de piel han sido 
aceptados por las autoridades 
regularmente en cuanto a las bases  
Biocinéticos  
Están disponibles numerosos métodos alternativos, 
incluyendo:                                                           
1. modelos de función de barrido in vitro y QSAR              
2. modelos de metabolismo  in vitro                                    
3. QSARs y  experiencias en sistemas de bases 
 dirigidas para metabolismo.                                              
4. modelos matemáticos para procesos biocinéticos  
B.36
 
  
Organo diana                 
sistemas de toxicidad  
B.7                  
B.8                    
B.9 
 
  
Sensibilización de la 
respiración 
1-3.  R&D 
R&D 
Numerosos sistemas in vitro están siendo desarrollados  
la toxicidad de células específicas, especialmente para : 
1. Hepatotoxicidad                                              
2. Nefrotoxicidad                                                  
3. Neurotoxicidad                                                                 
4. Sistemas de toxicidad endocrina  
R&D 
R&D Toxicidad crónica  B.26             
B.27                 
B.28        
B.29            
B.30  
Numerosos sistemas in vitro están siendo 
desarrollados, especialmente para:                                                                               
1. Hepatotoxicidad                                                                   
2. Nefrotoxicidad                                                            
3.  Neurotoxicidad  
Tabla 12.1.: Tabla indicativa  para la prevalidación  y validación de métodos 
alternativos para productos Químicos (continuación) 
Efecto 
Métodos de 
Ensayo en la 
Unión Europea  
Métodos alternativos  Estados  
Genotoxicidad  B.10 – B.25 
Los ensayos de mutación génica incluyen:                 
1. ensayo de mutación reversa en bacterias                    
2. ensayo de mutación en células de mamífero ( por 
 ejemplo, el ensayo de linfoma de ratón                      
Los métodos de clastogenicidad incluyen:                     
3. ensayo citogenético in vitro, usando análisis de 
 metafase.                                                             
4. ensayo de micronúcleos in vitro.                                    
5. QSARs y  experiencias en sistemas de bases 
dirigidas  
en proceso de validación                 
R&D          
Carcinogenicidad  B.21                  
B.32                  
B.33
 
  
Los datos obtenidos con los ensayos           
1-4  son  aceptados por las autoridades 
regularmente en cuanto a las bases 
  
1. ensayo de transformación de células embrionarias 
 de hamster sirio                                                                  
2. ensayo de transformación de células Balb/c 3T3             
3. ensayos de hostilidad 3D     
1-3. R&D 
1-3.  Validado por ECVAM 
 
Toxicidad reproductiva  
B.31             
B.34                 
B.35 
1. ensayo de cultivo de embriones entero                                
2.  ensayo de células embrionarias opuestas                              
3. ensayo de micromasa                                                           
4. líneas de células Sertoli                                                     
5. líneas de células Leydig                                                  
6. ensayo de movilidad y morfología del esperma                  
7. FETAX  

CLASIFICACIÓN DE LOS METODOS ALTERNATIVOS. 
1. Evitar la repetición innecesaria de experimentos: 
Protocolos y estudios previos: Disponibilidad de la información, intercambio. Flexibilidad. Estrategias 
integradas 
2. Modelos Matemáticos de Predicción: 
Cinética ambiental  
Fármaco-toxicocinética (PB-PK) 
Relación Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR) 
3. Mejoras en el diseño de los estudios animales: 
Reducción: número de animales usados 
Refinamiento: minimización del dolor y distres; nuevos modelos 
4. Uso de organismos inferiores no protegidos: 
Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados 
5. Embriones de Vertebrados: 
Peces, anfibios, reptiles, pájaros, mamíferos 
6. Métodos In vitro : 
Organos: baños, perfusión, cultivo, cortes, órganos reconstituidos 
Explantes, reagregados celulares, micromasas, cocultivos 
Cultivos primarios de células dispersadas 
Lineas celulares / transgénicas 
Sistemas libres de células 
7. Otros: 
Estudios en humanos: voluntarios, epidemiológicos, vigilancia 
Modelos en la enseñanza y formación: Modelos mecánicos, sistemas audiovisuales, y simulaciones por 
ordenador y de realidad virtual  
 
(Repetto, 1999) 
1 Evitar la duplicación innecesaria de investigaciones 
2 Alternativas de Reemplazo 
3 Alternativas de Reducción y Refinamiento 
4 Alternativas en estudios regulados: Toxicología 
5 Alternativas en la Enseñanza y Entrenamiento 
6 Módulo práctico 
7 Otras opciones 
8 La ayuda de expertos 
 
*Con información en español. Visitas  
Agradecemos los comentarios y sugerencias. Dr. Guillermo Repetto. Universidad Pablo de Olavide.  Sevilla    
•                                
                                  
   
 
Encuentra Alternativas y mejora la 
Experimentacion Animal en 
investigación, ensayo y docencia 
Http://Buscaalternativas.com 
Tabla 1. Principales planteamientos alternativos 
1.  Evitar experimentos innecesarios in vivo e in vitro: Protocolos 
normalizados. Disponibilidad de estudios previos, intercambio de 
información. Flexibilidad. Estrategias inteligentes. Modelos en la 
enseñanza. 
2.  Modelos Computarizados (in silico) de Predicción e integración de 
datos 
3. Organismos inferiores: Bacterias, hongos protozoos, algas, plantas, 
invertebrados 
4. Embriones en las etapas iniciales: peces, anfibios, reptiles, pájaros, 
mamíferos 
5. Métodos in vitro: Órganos, Cultivos Sistemas acelulares 
6. Estudios animales: Reducción: número de animales usados. 
 Refinamiento: minimización del dolor y distres; nuevos modelos 
7. Estudios en humanos 
Repetto et al. 2014 
Tabla 2. Principales herramientas de ayuda sobre planteamientos alternativos 
• Diagrama de Planificación Estratégica para Reducir el Uso de Animales en Ciencia 
Biomédica FRAME. 
http://www.remanet.net/FAQ/documentos/sttrategic_planning_posterspanish.pdf 
• Buscalternativas.com encuentra alternativas de reducción, refinamiento y 
reemplazo. http: // buscalternativas.com / 
• Guía ECVAM de buena práctica de búsqueda de alternativas a los animales 
http://bookshop.europa.eu/en/the-eurl-ecvam-search-guide-pbLBNI24391/ 
• Curso de diseño experimental de MFW Festing. http://www.3rs-reduction.co.uk 
• 3Erres –Foro de Alternativas a la Experimentación Animal . 
http://www.rediris.es/list/info/3erres.es.html 
• SECAL-L: Foro de la Sociedad Española para las Ciencias del Animal de 
Laboratorio. http://www.secal.es/ 
• Toxicol - Foro de Toxicología. http://www.rediris.es/list/info/Toxicol.html 
• COMPMED Comparative Medicine Discussion List: mensaje  a 
listserv@listserv.aalas.org  y en el cuerpo: suscribe COMPMED Nombre Apellido 
• IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee) Forum . 
http://www.iacuc.org 
• REMA – Red Española para el desarrollo de Métodos Alternativos. 
http://www.remanet.net/ 
 
Tabla 3. Criterios para la selección de las bases de datos sobre alternativas 
• Tipos de bases de datos. 
oBibliográficas (PubMed, Agrícola, Embase, Biosis) 
oFactuales o de datos depurados (AnimAlt-Zebet, dbAlm) 
o  De información diversa y páginas web especializadas:  
(AltWeb, Buscaalternativas.com) 
 
• Criterios básicos de selección 
o   Veracidad, es decir, fidelidad a los documentos originales 
o  Objetividad en el tratamiento de los datos, separando la información de     
  cualquier tipo de anuncios, y si es posible, citando la fuente original 
o  Relevancia, o interés real de la información que contengan 
o  Cobertura temática amplia y cantidad de información 
o  Actualización periódica 
o  Facilidad de manejo 
o  Autoría y responsables bien definidos: personal o corporativa 
o  Finalidad: educacional, promocional, comercial, etc. 
o  Audiencia potencial 
o  Alcance geográfico amplio 
 
 
 
Tabla 4. Etapas en la búsqueda de información 
1. Formulación de la pregunta en forma clara, precisa y concisa. 
2. Preparación del perfil de búsqueda, es decir, de la forma de plantear la pregunta 
combinando varios términos. Esta fase es la más importante 
3. Selección de la base de datos 
4. Realización de la búsqueda 
5. Evaluación inicial de los resultados en forma cuidadosa.  Un número entre 10 y 
60 registros puede ser útil en la mayoría de los casos, aunque podrán ampliarse 
o restringirse los resultados según el tipo de estudio. 
6. Modificación del perfil de búsqueda para ampliar o restringir el número de 
resultados.  Una posible estrategia, a menos de que se esté realizando una 
revisión exhaustiva, es tratar de obtener menos de 300 registros. A partir de la 
lectura de los títulos se realiza una segunda selección de unos 50 de ellos de los 
cuales se leerán sus resúmenes, y una tercera de unos 15 trabajos que se 
estudiarán completos. 
7. Archivo de los resultados satisfactorios y la estrategia de búsqueda. 
8. Repetición de la búsqueda en al menos dos bases de datos 
 
 
 
 
Tabla 5. Bases y fases de la búsqueda de alternativas 
Bases 
•  Deben emplearse siempre varias bases de datos 
•  Deben revisarse al menos los documentos de los últimos 5-10 años 
•  Deben anotarse las bases de datos utilizadas, el intervalo de tiempo que cubren, los 
descriptores de la búsqueda, la fecha y el resultado obtenido 
 
Fases 
1. Evitar la duplicación inútil de investigaciones 
2. Búsqueda de alternativas de Reemplazo 
3. Búsqueda de alternativas de Reducción y Refinamiento 
4. Alternativas en estudios toxicológicos o de finalidad reguladora 
5. Alternativas en la enseñanza y entrenamiento 
6. Otras opciones 
7. La ayuda de expertos 
 
 
 
 
 
Tabla 6. Principales modalidades de procedimientos alternativos en 
la enseñanza y formación 
1. Modelos mecánicos. 
2. Sistemas audiovisuales: películas, vídeos, CD-ROM, DVD. 
3. Simulaciones por ordenador  y sistemas de realidad virtual. 
4. Ensayos in vitro: Ej. cultivos celulares. 
5. Estudios de observación y de campo. 
6. Materiales de desecho procedentes de mataderos. 
7. Prácticas clínicas: humanas y veterinarias 
 
 
 
 
 
PARERE   -    Consultas 
European Commision Joint Research Center 
EU References Laboratory for Alternative to Animal Testig   (EURL. ECVAM)  
Título 2014 
1 Green Screen HCtm Gonotocicity Test for quantitative detection of 
genotoxic potential in vitro TM2009-8 
 2 mayo 
2 Version 2  Green Screen HCtm Gonotocicity Test for quantitative 
detection of genotoxic potential in vitro TM2009-8 
8  Mayo  
2 EURL ECVAM strategy to avoid, reduce and refine the use of 
animals in the assessment of acute systemic toxicity  
23 mayo  
3 Draft  EURL ECVAM  Recomendation on the human Cell Line 
Activation Test (hCLAT) for skin sensitisiation testing  
14 julio  

Orden ECC …/2014, de……………… de…………………., por la que se establecen los requisitos de capacitación que debe 
cumplir el personal que manipule animales utilizados, criados o suministrados con fines de experimentación y otros 
fines científicos, incluyendo la docencia. I  
La cultura de la protección y bienestar de los animales está presente en el derecho comunitario desde sus inicios. 
Así, el artículo 13 del Tratado de Funcionamiento de la Unión Europea establece que “al formular y aplicar las 
políticas de la Unión en materia de agricultura, pesca, transporte, mercado interior, investigación y desarrollo 
tecnológico y espacio, la Unión y los Estados miembros tendrán plenamente en cuenta las exigencias en materia de 
bienestar de los animales como seres sensibles”.  
 
Artículo 1. Objeto y finalidad. El objeto de esta orden ministerial es la regulación de los requisitos de capacitación 
que debe cumplir el personal que manipule, realizando alguna de las funciones enumeradas en el 
 
Artículo 9. Principio de reemplazo, reducción y refinamiento en los cursos.  
Los cursos dirigidos a alcanzar los resultados de aprendizaje incluidos en los módulos a que se refiere el artículo 4.3 
a) cumplirán estrictamente el principio de reemplazo, reducción y refinamiento y, en particular, observarán las 
siguientes reglas: 
a) Se utilizarán, siempre que sea posible, estrategias o métodos formativos satisfactorios que no conlleven la 
utilización de animales vivos.  
b) Los procedimientos con fines exclusivos de docencia han de limitarse a lo estrictamente necesario.  
c) El diseño de los cursos o de las actividades formativas reducirá al mínimo el número de animales utilizados.  
d) En el uso de animales vivos, estos se someterán preferentemente a procedimientos sin recuperación o, en su 
caso, leves. 
 e) El uso de animales en los cursos se refinará tanto como sea posible para eliminar o reducir al mínimo cualquier 
posible dolor, sufrimiento o daño duradero a los animales. 
Tan pronto como se haya conseguido la finalidad del uso de cada animal, se tomarán las medidas adecuadas para 
minimizar su sufrimiento. Los órganos competentes se asegurarán de la aplicación de los apartados anteriores y 
contribuirán al desarrollo y validación de estrategias o métodos formativos que permitan obtener un nivel de 
formación igual o superior al obtenido con el uso de animales pero que no los utilicen, los utilicen en menor 
número o impliquen actuaciones con menor dolor, estrés o angustia.  
 
El artículo 13 del Tratado de Funcionamiento de la Unión Europea establece que  
“al formular y aplicar las políticas de la Unión en materia de agricultura, pesca, 
transporte, mercado interior, investigación y desarrollo tecnológico y espacio, la 
Unión y los Estados miembros tendrán plenamente en cuenta las exigencias en 
materia de bienestar de los animales como seres sensibles”.  
Módulo: Legislación nacional Descripción:  
Este módulo proporciona un nivel adecuado de comprensión del marco jurídico y normativo 
nacional e internacional dentro del cual se generan y gestionan los proyectos realizados con 
animales y de las responsabilidades legales de las personas involucradas, es decir, los que llevan 
a cabo procedimientos con animales; diseñan procedimientos y proyectos; cuidan los animales, 
o sacrifican los animales, pudiendo cubrir otra normativa pertinente.  
Resultados de aprendizaje:  
1. Identificar y describir las leyes y directrices nacionales y europeas que regulan el uso 
científico de los animales y, en particular, las actividades de las personas que llevan a cabo 
procedimientos científicos relacionados con ellos.  
2. Identificar y describir la legislación relacionada con el bienestar animal.  
3. Describir la autorización requerida antes de actuar como usuario, criador o suministrador de 
animales utilizados en experimentación y otros fines científicos y en especial la autorización 
requerida para los proyectos y, cuando sea aplicable, para las personas.  
4. Enumerar las fuentes de información y apoyo que están disponibles (en relación con la 
legislación nacional).  
5. Describir el papel del personal mencionado en los artículos 15.2 y del OEBA (art. 38) del Real 
Decreto 53/2013, de 1 de febrero, y sus deberes legales y otras responsabilidades determinadas 
en la legislación nacional.  
 
6. Describir las funciones y responsabilidades de los órganos encargados de 
bienestar animal (OEBA) de los centros y del Comité español para la protección 
de animales utilizados experimentación y otros fines científicos).  
7. Indicar quién es responsable del cumplimiento normativo en un 
establecimiento y cómo esta responsabilidad puede ser ejercida (por ejemplo, a 
través del OEBA local).  
8. Describir cuando un procedimiento se rige por la legislación nacional (umbral 
mínimo de 15 dolor, sufrimiento, angustia o daño duradero).  
9. Indicar quién es el responsable directo de los animales sometidos a 
procedimientos.  
10. Enumerar las especies, incluidas las etapas de desarrollo de estas incluidas 
en el ámbito de la Directiva 2010/63/UE y el Real Decreto 53/2013, de 1 de 
febrero.  
11. Indicar los supuestos en los que los animales, bajo el ámbito del Real 
Decreto 53/2013, de 1 de febrero, deben ser eutanasiados o retirados del 
estudio para recibir tratamiento veterinario.  
12. Describir los controles legislativos sobre la eutanasia de animales criados o 
usados para experimentación y otros fines científicos 
Módulo: Ética, bienestar y 3R (1) 
 Descripción: Este módulo proporciona orientación e información para permitir que las personas que trabajan con animales 
identifiquen, comprendan y respondan adecuadamente a las cuestiones éticas y de bienestar que plantea la utilización de 
animales en experimentación y otros fines científicos y, en su caso, dentro de su propia actividad laboral. Proporciona 
información para que las personas puedan entender y aplicar los principios básicos de las tres R. Resultados de aprendizaje: 
 1. Describir los diferentes puntos de vista, dentro de la sociedad, en relación con los usos científicos de los animales y 
reconocer la necesidad de respetarlos.  
2. Explicar la responsabilidad de los seres humanos cuando trabajan con animales utilizados en experimentación y otros 
fines científicos y reconocer la importancia de tener una actitud respetuosa y humana hacia el trabajo con estos animales.  
3. Identificar los problemas éticos y de bienestar animal dentro de su propio trabajo y ser conscientes y capaces de 
reflexionar sobre las consecuencias de sus propias acciones. 
 4. Reconocer cómo el cumplimiento de los principios éticos puede contribuir a la confianza en la investigación científica y su 
aceptación a largo plazo por parte del público en general.  
5. Describir como la legislación se basa en un marco ético que requiere 1) valorar los daños y beneficios de los proyectos 
(evaluación de daños / beneficios) 2) la aplicación de las tres R para reducir al mínimo el daño, maximizar los beneficios y 3) 
promover buenas prácticas de bienestar animal. 
 6. Describir y discutir la importancia de las tres R como un principio rector de la utilización de animales utilizados en 
experimentación y otros fines científicos.  
7. Explicar las Cinco Libertades y cómo se aplican a las especies de laboratorio.  
8. Describir el concepto de daño a los animales incluyendo el sufrimiento evitable e inevitable, directo, probable y 
acumulativo.  
9. Describir el sistema de clasificación de la severidad (gravedad) y dar ejemplos de cada categoría. Describir la severidad 
acumulativa y el efecto que esta pude tener en la clasificación de severidad.  
10. Describir la regulación que existe referente a la reutilización de animales  
11. Describir la importancia del buen bienestar animal, incluyendo su efecto en los resultados científicos, así como por 
razones sociales y morales.  
12. Describir la necesidad de una cultura de la protección animal y el papel que cada uno tiene en su promoción 
 13. Describir las fuentes relevantes de información relacionadas con la ética, el bienestar animal y la aplicación de las 3 R.  
14. Conocer las diferentes herramientas de búsqueda (por ejemplo, EURL, La guía de búsqueda EVCAM, Go3Rs) y métodos 
de búsqueda (por ejemplo, revisiones sistemáticas, metanálisis. 
Módulo: Ética, bienestar y 3R (2)  
Descripción: Este módulo proporciona orientación e información para que las personas diseñen procedimientos y proyectos 
(Función D del artículo 15 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero) fijándose, en detalle, en los diferentes aspectos éticos 
y de las tres R, y aplicando 16 los principios aprendidos en las cuestiones éticas y de bienestar que plantee el empleo de 
animales en procedimientos científicos y dentro de su propio programa de trabajo. El objetivo de este módulo es que 
aquellas personas que diseñan procedimientos posean un conocimiento más amplio y profundo de los aspectos generales 
de la investigación con animales. Por lo tanto, la principal diferencia entre los módulos de los niveles 1 y 2 sobre "Ética, 
bienestar animal y las tres R" no reside necesariamente en los temas cubiertos (que no se repiten aquí), sino que algunos de 
ellos se aborden con más detalle y con mayores expectativas en cuanto a los resultados de aprendizaje. Por ejemplo, en el 
nivel 1, hay elementos que el alumno debe saber y ser capaz de describir, mientras que en el nivel 2 el alumno debe tener un 
conocimiento más detallado y ser capaz de analizarlos. Este módulo también debe preparar a las personas para que sean 
capaces de mantenerse actualizados con el fin de aplicar de forma continuada las tres R en su trabajo a medida que 
aparezcan nuevos métodos y enfoques. 
Resultados de aprendizaje:  
1. Entender que hay una amplia gama de perspectivas éticas, sociales y científicas sobre el uso de animales en 
experimentación y otros fines científicos, y que la consideración que se tiene de los mismos evoluciona con el tiempo, 
estando influenciada por la cultura y el contexto.  
2. Entender que lo anterior significa que es necesaria una evaluación crítica continúa de la justificación del uso de 
los animales y de la aplicación de las tres R en todas las etapas de un proyecto. 
 3. Reconocer que existen límites éticos a lo que se considera lícito hacer en virtud del Real Decreto 53/2013, de 1 de 
febrero, y que, incluso dentro de estas restricciones legales, también es probable que existan diferencias entre territorios e 
instituciones.  
4. Explicar que la legislación exige que la justificación de los programas de trabajo se evalúen considerando el balance entre 
los efectos adversos potenciales en los animales y los posibles beneficios, de forma que el daño al animal sea minimizado y 
los beneficios maximizados.  
5. Comprender y proporcionar la información necesaria para poder realizar una evaluación daño/beneficio sólida, y explicar 
por qué se considera que los beneficios potenciales superan los posibles efectos adversos.  
6. Comprender la necesidad de comunicar la información pertinente a un público más amplio, y ser capaz de preparar un 
resumen no técnico del proyecto apropiado para facilitar esta comunicación. 
 7. Describir la importancia de difundir información que promueva la comprensión de las cuestiones éticas, de bienestar 
animal, de buena ciencia y la aplicación de las tres Rs. 
   
 
Laboratorios de validación de alternativas 25-09-2012 
 
Parere 25-09-2012 
 
Agencias de EEUU aceptan el metodo in vitro Lumi-cell® er para detectar la capacidad estrogenica   
21-08-2012 
Consultas abiertas de la Comision Europea 
 
Nueva atapa de los metodos ensayo reach 06-07-2012 
 
Interpretacion directiva 2010/63/eu 3-7-2012 
 
Nueva web de la revista de toxicología 04-07-2012  

Descriptores como alternatives 
• alternative  
animal testing alternatives  
• animal use alternatives 
Reduce 
• Refine 
Replace 
Vitro  
R
ED
U
C
TI
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N
 • reduce 
reduction 
experimental design  
• Statistical + analysis  model  
R
EP
LA
C
EM
EN
T 
• Computers etc. 
artificial intelligence 
computer  
aided/assisted instruction/learningeducation 
image 
imaging 
interactive  
model (modelling) 
prediction 
simulation 
teachingtraining 
expert system 
mathematical model (modelling) 
QSAR, SAR, structure-activity relationship software 
theoretical model (modelling) 
virtual 
• Physicochemical systems 
artificial, chemical, physical, physicochemical, assay, 
membrane, method, model, system, techniqueNon-
mammalian organisms 
algae, bacteria, fish, fungus, hydra, insect, invertebrate, 
microorganism, plant, protozoan, yeast 
 In vitro systems: 
assay 
cadaver  
cell 
cell line 
cellular 
culture 
cytosolic fraction 
dermal equivalent 
embryo 
explant 
ex-vivo 
fragment  
human 
isolated 
method 
microsomal 
model 
organ 
organelle 
• reconstituted 
slice 
subcellular fraction 
technique 
tissue 
tissue equivalent 
vitro (no incluir In)  



ECHA/NA/14/38 
ECHA has published an update of the Guidance on Information 
Requirements and Chemical Safety Assessment – Chapter R.7a. 
Helsinki, 19 August 2014 – The Guidance on Information 
Requirements and Chemical Safety Assessment – Chapter 
R.7a has been updated to take into account the recent adoption or 
revision of several OECD test guidelines (TGs) for genotoxicity 
testing. This update involved a complete revision of sub-sections 
R.7.7.1 to R.7.7.7, which are related to mutagenicity. In particular, 
information on the OECD TG 488 (Transgenic Rodent Somatic and 
Germ Cell Gene Mutation Assays) and OECD TG 489 (in 
vivo Mammalian Alkaline Comet Assay) has been updated and 
guidance on when and how to use these tests has been expanded 
upon. The revised text also reflects the status of development of 
other test methods as well as non-testing methods for 
mutagenicity. Further to this, the recommended testing strategy 
for mutagenicity has been updated.  
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Evaluación  Genotóxica - test de Ames 
Salmonella typhimurium/microsoma 
.  
Dr. Bruce  N. Ames 
SOT 1996 
SOT 1996 
SOT 2012 
His - 
TA98 
TA100 
TA102 
TA104 
INCORPORACIÓN EN PLACA ESTÁNDAR 
Incubación 
48 horas 
37ºC 
4 Nitroquinolina oxidasa 
Metil metano sulffonato  
Metil metano sulfonato 
Metil Glioxal 

Falsos
Negativos 
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+M-
C-M-
C+M+
C-M+
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS
Mutagenicidad / Carcinogenicidad  
Falsos
Negativos           
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS
1977 
Programa desde 1971 de la  
Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer 
Lyón. Francia    WHO – IARC 
1977 
2007 
1977 
Programa desde 1971 de la Agencia 
Internacional para la Investigación del 
Cáncer. Lyón. Francia  WHO – IARC 
Falsos
Negativos           
C+
C-
M+M-
Falsos
Positivos
C+    = CANCERÍGENOS
C- = NO CANCERÍGENOS
M+   = MUTAGÉNICOS
M- = NO MUTAGÉNICOS
Mi sincero agradecimiento a las personas que  han trabajado en 
nuestro Laboratorio* o colaborando + enn nuestra actividades: 
            * Dra. Araceli Pillco de Bolivia (2009 -2011),  
            * Master Irania Velazquez, Labiofarm  Cuba 
                               + Dra. Fernanda Cavieres,  Univ. Valparaíso. Chile  
            + Dra. Rita Gutierrez, de México 
            + Dra. Silvia Bechara de Colombia 
            + Dra. Guillermina Font, Universidad de Valencia 
                              * Da. Antonia Martínez Colaboradora del  CSIC 
  
  
Trabajaron en el Grupo de Mutagenésis Ambiental, 
para la realización  de sus  Tesis Doctorales:     
Dra. Carmen Barrueco, Dra.  Carmen Canga  
Dr. Pedro Gutierrez, Dra. Angustias Herrera,   
Dra. Victoria Castaño y Dra. Elina Valcarce.  
Creo que sería oportuno crear una Comisión Promotora 
de una potencial y adecuada  
Red Iberoamericana de Métodos Alternativos  
   RIMA   
La Constitución de la Comisión Promotora de la RIMA  
-  que propongo lideren los representantes de los países 
iberoamericanos y que contaría con la colaboración  
estrecha de REMA (Dr. Repetto y yo mismo) 
actuaríamos como meros activadores o catalizadores  
Argentina 
Bolivia  
Brasil  
Chile 
Colombia 
Costa Rica  
Cuba 
México 
Panamá 
Paraguay 
Perú 
Rep. Dominicana 
Uruguay 
Venezuela 
 
RIMA 
es mejor conocer que un 
efecto tóxico no existe 
 
que ignorar que un efecto 
tóxico no existe 
www.sanidadambiental.com 
www.remanet.net 
www.mutagenesisambiental.com  
                Red  Iberoamericana  de 
Toxicología y  Seguridad  Química 
http://ritsq.org 
epena@ica.csi
c.es 
www.aetox.es 
http://csic.es 
I Congreso Internacional de Toxicología 
Clínica  
XIII Congreso  de ALATOX.  Bogotá.    
es mejor conocer que un efecto tóxico no existe 
 
que ignorar que un efecto tóxico no existe 
la protección de la salud humana y del medio ambiente contra los riesgos  
que pueden suponer las sustancias, mezclas y preparados químicos 
REACH 
EVALUACIÓN 
TOXICOLÓGICA 
 a e 
o x t 
Gracias por vuestra atención  
epena@ica.csic.es 
EUROTOX REGISTERED TOXICOLOGIST 
Nombrado por la Asamblea de AETOX 
Presidente de Honor de la AETOX 
AETOX - Palma de Mallorca 2009 
Medalla de Plata de la SESA  
Sociedad Española de Sanidad Ambiental 
Mesa Redonda  
Métodos Alternativos a la  Experimentación Animal 
Universidad de Valparaíso  11 noviembre 2010  
Facultad de Farmacia 
